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論文内容要旨
研究目的
 血管内皮が物理的刺激や酸化LDL,高血糖などによって損傷を受けることは粥状動脈硬化の
 発端となるため,傷害を受けた内皮の再生は血管構造維持のため重要であるが,その詳細なメカ
 ニズムは十分に解明されてはいない。これまでの研究で転写因子Ets-1が血管内皮細胞に発現し
 血管新生の調節因子として機能していることが明らかになっているが,今回,血管内皮細胞傷害
 後の修復過程での再生内皮におけるEts-1の発現とその調節機構について検討した。
研究結果
 最初にinvivoで,傷害を受けた血管内皮でのEts-1の発現を検討した。ラットの胸部大動脈
 にバルーンカテーテルを挿入し,擦過により内皮細胞を剥離した後,抗Ets-1抗体で免疫染色を
 行った。その結果,正常な内皮でのEts-1の発現は低レベルであったが,剥離部に接する内皮細
 胞には傷害後4時間で既にEts-1蛋白の発現の亢進が認められ,その後も高いレベルに維持され
 ていた。次に,ヒト臍帯静脈内皮細胞由来のECV304細胞を用いたinvitroのモデルで内皮傷
 害後のEts-1の発現を検討した。confluentな細胞層の一部をcellscraperで剥離し,抗Ets-1
 抗体を用いて免疫染色を行った。剥離部に接し遊走する内皮に限局してEts-1の発現の亢進が認
 められ,剥離部の修復が完了するとEts-1の発現は周辺の正常部分と同等のレベルに戻っていた。
 さらに傷害後のEts-1の発現をNorthemblotting,およびWestemblottingで検討した。
 confluentなECV304細胞にプラスチックコームで傷害を加え,経時的にtotalRNAおよびcell
 lysateを回収した。Ets-1mRNAは傷害後2時間をピークに増加し,!2時間後には元のレベル
 に戻っていた。Ets-1蛋白は傷害後2時間より増加を認め,その後も高い発現が持続し,剥離部
 の修復が完了した24時間後には元のレベルに戻っていた。以上からmRNAレベル,蛋白レベ
 ルにおいてEts-1の発現が内皮傷害後に誘導されることが確認された。
 内皮傷害で放出される液性因子のEts-!発現への関与を検討した。増殖因子受容体を非特異的
 に抑制するsuraminの存在下にECV304細胞に傷害を加えても,傷害後のEts-1mRNAの発現
 には変化はみられなかった。そしてbFGFに対する11」和抗体を加えた場合もEts4mRNAの発
 現は抑制されなかった。さらに,傷害された内皮細胞のconditionedmediumをintactな内皮
 細胞層に添加してもEts-1mRNAの発現は誘導されなかった。このことから,E七s-1の発現は
 内皮から放出される液性因子を介するものではないことが明らかとなった。
 MAPキナーゼのEts-1の発現への関与についても検討した。ECV304細胞に傷害を加えMAP
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 キナーゼファミリーのメンバーであるERK1/2の活性をin-gelkinaseassayで,JNK1および
 p38の活性をimmunecomplexkinaseassayで測定した。その結果,これら3っのキナーゼす
 べてに活性化が認められ,なかでもERK1およびp38は傷害の2分から10分後に強い活性の亢
 進を認めた。そこでERKl,p38の傷害後のEts-1発現への関与を検討した。ERK1はその上流
 に位置するMEKlの阻害剤PD98059で阻害し,p38はその選択的阻害剤SB203580で阻害して
 傷害後のEts一ユの発現の変化を観察した。まずPD98059でECV304細胞を前処置して傷害を加
 えると,ERKlの活性化は消失したが,Ets-lmRNAの発現には変化はみられなかった。次に
 SB203580で前処置して傷害を加えた。その抑制作用はp38の下流に存在するMAPKAPkinase-2
 の活性を測定することによって確認したが,傷害後のMAPKAPkinase-2の活性化はSB203580
 によって強く抑制された。そしてSB203580によって傷害後のEts-1mRNAの発現はほぼ完全
 に抑制された。このことから,傷害後のEts-1の発現はp38に大きく依存していることが明らか
 となった。
 以上の実験結果をまとめると,内皮細胞が傷害を受けるとEts-1の発現が誘導されること,こ
 のEts-1の発現は内皮から放出される液性因子を介するものではないことが示された。さらに,
 内皮傷害によってMAPキナーゼファミリーのうちERK1/2,JNK1,p38が活性化されるが,
 Ets-1誘導のシグナルは,主にp38を介して伝達されることも明らかとなった。
 研究の意義・独創的な点
 今回の研究により,再生中の内皮細胞に転写因子Ets4の発現が誘導されること,そしてその
 発現は内皮の修復が完了すると同時に消失することを明らかにした。Ets-1はその標的遺伝子と
 してuPA(urokinasetypeplasminogenactiva七〇r)やβ3インテグリンの転写を促進すること
 が判明していることから,Ets-1が内皮再生の促進因子として機能している可能性が考えられた。
 さらにこのEts-1の発現がp38によって調節されることを明らかにした。これまでp38の内皮細
 胞における機能については1一分に解析されておらず,今回の成績はp38の役割を考えるうえで有
 意義である。
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 審査結果の要旨
 血管内皮細胞は,血管の内腔を隙間なく覆い,通常は細胞周期の静止期にあって,さまざまな
 生理機能を営んでいるが,内皮細胞が脱落すると,隣接する健常な内皮細胞がさかんに遊走,増
 殖して,脱落部位を修復する。そのとき,内皮細胞にはさまざまな遺伝子が誘導され,内皮修復
 を調節するが,その分子機序の詳細は不明である。本研究は,血管新生の過程で内皮細胞に発現
 することが明らかとなっている転写因子Ets-1に注目し,内皮修復におけるEts-1発現の調節機
 序を解析したものである。
 ラット胸部大動脈の内皮をバルーンカテーテルで剥離すると,剥離部に隣接する内皮細胞に
 Ets-1蛋白の発現の亢進が認められ,この現象はヒト臍帯静脈内皮細胞由来のECV304細胞を用
 いたinviむroの内皮傷害モデルでも再現された。Northemblotting,およびWestemblotting
 での解析から,Ets-1mRNAは傷害後1時間より,Ets-1蛋白は傷害後2時間より増加を認め,
 剥離部の修復が完了した24時間後には元のレベルに戻っていた。次に,このEts-1の発現と
 MAPキナーゼとの関連について検討した。内皮細胞に傷害を加えるとERKl/2,JNK1および
 p38の活性化が認められ,なかでもERK1/2およびp38は傷害の2分から10分後に強い活性の
 亢進を認めた。そこでERKlはその上流に位置するMEK1の選択的阻害剤PD98059で,p38は
 その選択的阻害剤SB203580で阻害して傷害後のEts-1の発現の変化を観察した。PD98059で前
 処置して傷害を加えると,ERK1/2の活性化は消失したが,Ets-1mRNAの発現には変化はみ
 られなかった。一方,SB203580で前処置して傷害を加えると傷害後のEts-1mRNAの発現は
 ほぼ完全に抑制さ砲た。以上のことから,傷害後のEts-1の発現はp38に大きく依存しているこ
 とが明らかとなった。
 本研究は,内皮傷害後の遺伝子発現の分子機構を知る上で,極めて意義深く学位に値する。
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